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に 9種が分布している [1]。日本では、在来種のニホンミツバチ A. cerana japonicaと、明治時




1種生息しているが [2]、そのうち在来種のクロマルハナバチ B. ignitusと、外来種のセイヨウ
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本研究では、国内のミツバチおよびマルハナバチにおける N. apisおよび N. bombiの寄生状
況を調べるため、在来種で広域分布種のニホンミツバチ、エゾオオマルハナバチ B. hypocrita 







倉市、鹿児島県鹿児島市、長崎県対馬市から各 20 個体ずつ採集し、合計 240 個体を使用した。
セイヨウミツバチは、北海道札幌市、岩手県盛岡市、福島県福島市、埼玉県久喜市、東京都町
田市、新潟県上越市、京都府京都市、滋賀県大津市、兵庫県尼崎市、広島県広島市、福岡県小
倉市、鹿児島県鹿児島市から各 20 個体ずつ採集し、合計 240 個体を使用した。オオマルハナバ
チは、長野県諏訪市および長野市で採集した 40 個体を使用した。エゾオオマルハナバチは、北
海道札幌市、釧路市、浜中町、根室市、中標津町、利尻島から各 10 個体ずつ採集し、合計 60
個体を使用した。セイヨウオオマルハナバチは、北海道札幌市、帯広市、釧路市、浜中町、根
室市、中標津町から各 20 個体ずつ採集し、合計 120 個体を使用した。
2．サンプル DNAの調整と PCR診断
成虫の腹部を解剖用ハサミで開腹し、腸および卵巣組織を摘出し、それを試料として DNAの
抽出を行った。これらの試料は DNeasy blood & Tissue kit（QIAGEN）を使用した。抽出の方
法は、キットに添付されているプロトコールに従った。DNA抽出溶液は、PCR実験に使用する
まで－ 20oCで保存した。
N. apisおよび N. bombiの検出には、PCR診断用に開発された SSU rRNAプライマーを使用
した。コントロールとして、ミツバチおよびマルハナバチの核 DNAの long wave rhodopsin
（LWRh）領域を増幅するプライマーを使用した [5,8,9]。実験に使用したプライマーの配列は表
1に示した。
PCRは、1サンプルあたり全量 20 μlで行った。反応液の組成は Takara Ex Taqポリメラーゼ
（5 units/μl）を0.1 μl使用し、添付の100 μMの2.5mM dNTP mixを1.6 μl、 10X緩衝液を2 μl、100 μMの各プ
ライマーを 0.02 μl、鋳型 DNA溶液（約 50 ng/μl）を 3 μl加えて、滅菌水で 20 μlとした。PCR
反応は、プログラムサーマルサイクラー（TaKaRa）を用いた。N. apisおよび N. bombi のプラ
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イマーは、94 oCで 30 秒、50 oCで 30 秒、72 oCで 1分間のサイクルを 35 回繰り返した後、72oC
で 5分間の伸長反応を行った。LWRhは、94 oCで 1分間、46 oCで 1分間、72 oCで 1分間のサ







名前 遺伝子 配列（5' to 3'） PCRサイズ（bp）
Napis-SSU-Jf1 rRNA smal CCATGCATGTCTTTGACGTACTATG
325
Napis-SSU-Jr2 subunit（SSU） GCTCACATACGTTTAAAATG
Nbombi-SSU-Jf1 rRNA smal CCATGCATGTTTTGAAGATTATTAT
323
Nbombi-SSU-Jr1 subunit（SSU） CATATATTTTAAAATATGAAACAATAA
LWRhF long wave AATTGCTATTAYGARACNTGGGT
700
LWRhr rhodopsin（LWRh） ATATGGAGTCCANGCCATRAACCA










PCR診断法により N. apisおよび N. bombiに陽性反応を示したサンプルのうち、宿主ごとに
各地域から 1個体を選択し、その DNAをもとにシークエンス解析を行った。解析した遺伝子領
域は、16S rDNAと 23S rDNA間の internal transcribed spacer（ITS）領域を含んだ部分配列を
使用した。実験に使用したプライマーの配列は、表 1に示した。PCR条件は、前述と同じとし







2 種ミツバチから採集した 480 個体を対象とした PCR診断法の結果、N. apisに陽性を示した
サンプルは、30 個体確認された。結果は表 2に示した。12 地域のうち 4地域（東京都、滋賀県、
福岡県、鹿児島県）のニホンミツバチから N. apisが検出された。調査したニホンミツバチ全体
における N. apis感染率は、2.1 %（5 / 240）であった。セイヨウミツバチは、12 地域のうち 10
地域（北海道、岩手県、福島県、東京都、滋賀県、京都府、兵庫県、広島県、福岡県、鹿児島
県）で N. apisが検出された。最も寄生率が高かったのは、北海道の 20 %（4 / 20）で、少なかっ
たのは鹿児島県の 5 %（1 / 20）であった。調査したセイヨウミツバチ全体における N. apis感染
率は、8.8 %（25 / 240）であった。

























査したセイヨウオオマルハナバチ全体における N. bombiの感染率は、 7.5 %（9 / 120）であった。
また、コントロールとして利用した LWRhは、すべての DNAサンプルで増幅が確認された。




北海道 札幌市 10%（2/20） 0%（0/10） -
帯広市 5%（1/20） - -
釧路市 10%（2/20） 0%（0/10） -
浜中町 5%（1/20） 0%（0/10） -
根室市 5%（1/20） 0%（0/10） -
中標津町 10%（2/20） 0%（0/10） -
利尻島 - 0%（0/10） -
長野県 諏訪市 - - 0%（0/20）
長野市 - - 0%（0/20）
合計 7.5%（9/120） 0%（0/60） 0%（0/40）
括弧内は分析した個体数のうち寄生が確認された個体数を示している
シーケンス解析の結果、ミツバチ 2種で陽性だった 14 個体のサンプルから 740 塩基を決定す
ることができた。この配列を BLAST検索したところ、イギリスのセイヨウミツバチから単離さ
れた N. apisのうち Na2 タイプの遺伝子型（Accession No. JX213655）と 100 %一致した。
セイヨウオオマルハナバチは、6個体からそれぞれ 118 塩基を決定することができた。この配
列を同じように BLAST検索したところ、イギリスのセイヨウオオマルハナバチから単離された
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Nosema diseases caused by Microsporidia have specific negative effects on honeybees and 
bumblebees. Filed caught honeybee and bumblebee females were examined for the presence of N. 
apis and N. bombi. Out of five species investigated, which represented three native and two alien 
species, amplified bands were detected from Apis cerana, A. mellifera and Bombus terrestris by 
diagnostic PCR with Nosema-specific primers. The B. terrestris infected by N. bombi was detected 
from all population. Microsporidia rRNA internal transcribe spacer region was amplified by PCR, 
cloned and sequenced from the total DNA of host tissues. Homology analysis demonstrated that 
the sequence belongs to an attenuated strain of N. apis in the honeybees.
Keywords: honeybee, bumblebee, Microsporidia, Nosema apis, Nosema bombi
